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ABSTRACT 
Vectors  based  on  adenoviruses  have  been  designed  as  targeted  anti‐cancer  therapeutics 
that  showed promising  results  in pre‐clinical applications. Particularly, efforts have  focused on 
the development of oncolytic vectors  that can eliminate cancer cells and replicate  in a  tumor‐
selective  fashion to amplify the  input dose.  In clinical trials, these oncolytic adenoviruses have 
generally been proved safe in patients, but have fallen short of their expected therapeutic value 
as monotherapies. A number of obstacles  that hamper  the efficacy of adenoviral vectors have 
been  identified. These  include several soluble and cellular blood components,  the  lack of viral 
receptors,  and  the  extracellular matrix  sequestered by  tumor  stroma. However,  the  apparent 
inability of adenoviruses to spread throughout solid tumors could not be fully explained yet. 
In this thesis the susceptibility of primary ovarian cancer cells to oncolytic adenoviruses was 
studied in order to identify cellular mechanisms that confer resistance to virotherapy. Using gene 
expression  profiling  of  cancer  cells  either  resistant  or  susceptible  to  viral  oncolysis,  it  was 
discovered  that the epithelial phenotype of ovarian cancer represents a barrier to  infection by 
commonly used oncolytic adenoviruses targeted to coxsackie‐ and adenovirus receptor (CAR) or 
CD46.  Specifically,  it was  found  that  these  receptors were  trapped  in  tight  junctions  and not 
accessible for virus binding. Accessibility to viral receptors was critically linked to depolarization 
and  the  loss  of  tight  and  adherens  junctions,  both  hallmarks  of  epithelial‐mesenchymal 
transition  (EMT).  Importantly,  tumors  in situ as well as xenograft tumors derived  from primary 
ovarian  cancer  cells  mostly  contained  epithelial  cells  and  cells  that  are  in  an 
epithelial/mesenchymal  (E/M)  hybrid  stage  when  analyzed  by  flow  cytometry  and 
immunohistochemistry. These E/M cells are the only xenograft‐derived cells that can be cultured 
and  with  passaging  undergo  EMT  to  differentiate  into  mesenchymal  cells.  Notably,  only 
mesenchymal cells and E/M cells  in the process of EMT were susceptible to viral oncolysis. On 
the contrary, ovarian cancer cells  restricted  to an epithelial phenotype conferred  resistance  to 
commonly  used  oncolytic  adenoviruses  on multiple  levels. Additional  resistance mechanisms, 
which  include  the  activity  of  Rho  GTPases  and  Rho  kinase,  act  after  successful  infection  by 
circumvention of the tight junction barrier.  
In attempts to overcome the observed resistance, it was found that thus far little explored 
adenovirus serotypes (Ad3, Ad7, Ad11, and Ad14), which use cellular receptor(s) other than CAR 
and CD46, have  superior  oncolytic  abilities on polarized  epithelial  tissue.  These  adenoviruses 
were able to trigger processes reminiscent of EMT in epithelial‐restricted ovarian cancer cultures 
resulting  in efficient oncolysis. This study therefore contributes  to the clarification of observed 
discrepancies between virotherapy performances in vitro and in vivo and gives a rationale for the 
construction  of  future  oncolytic  adenoviruses.  The  observed  differences  in  the  phenotypic 
plasticity among cells in tumor xenografts and in vitro also offer new insights into the biology of 
cancer. 
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ZUSAMMENFASSUNG 
Auf  Adenoviren  basierende  Vektoren  wurden  als  ein  gezielter  Anti‐Krebs‐Wirkstoff 
entwickelt,  der  erfolgversprechende  Resultate  in  prä‐klinischen  Studien  erzielen  konnte. 
Besonderer Wert wurde dabei  auf die Herstellung  von onkolytischen Vektoren  gelegt, welche 
Krebszellen  lysieren,  sich  tumor‐spezifisch  replizieren und dadurch die Ausgangsdosis erhöhen 
können.  Solche  onkolytischen  Adenoviren  sind  zwar  in  klinischen  Studien  generell  als  sicher 
eingestuft  worden,  konnten  jedoch  als  Einzelpräparat  die  hochgesteckten  therapeutischen 
Erwartungen  nicht  erfüllen.  Mehrere  Hindernisse,  welche  die  Effizienz  von  adenoviralen 
Vektoren  verringern, wurden bereits  identifiziert. Diese umfassen einige  lösliche und  zelluläre 
Blut‐Komponenten, das Nicht‐Vorhandensein von viralen Rezeptoren und die vom Tumor‐Stroma 
abgesonderte  extrazelluläre  Matrix.  Nichtsdestotrotz  konnte  dadurch  die  geringe  Virus‐
Ausbreitung im Tumor‐Gewebe nicht vollständig erklärt werden. 
In  der  vorliegenden  Doktorarbeit  wurde  die  Sensitivität  von  primären  Ovarialkarzinom‐
Zellen  gegenüber  onkolytischen  Adenoviren  untersucht,  mit  dem  Ziel,  zelluläre  Resistenz‐
mechanismen  zu  identifizieren. Unter Verwendung der Genexpressionsprofile von Krebszellen, 
welche  entweder  resistent  oder  sensitiv  zu  viraler  Onkolyse  waren,  konnte  der  epitheliale 
Phänotyp  von  Ovarialkarzinom‐Zellen  als  Hindernis  für  allgemein  verwendete  onkolytische 
Adenoviren, die auf den Coxsackie‐ und Adenovirusrezeptor (CAR) oder CD46 ausgerichtet sind, 
identifiziert werden.  Im Einzelnen wurde herausgefunden, dass diese  zellulären Rezeptoren  in 
der Zonula occludens lokalisiert und damit für Viren nicht erreichbar sind. Die Zugänglichkeit zu 
den  Virus‐Rezeptoren  war  zwingend  an  Zelldepolarisation  und  den  Verlust  der  epithelialen 
Zonulae  occludens  und  adherens  gekoppelt,  was  Merkmale  der  Epithelial‐zu‐Mesenchymal‐
Transition (EMT) darstellt. Bedeutsam ist in diesem Zusammenhang, dass Tumore in situ als auch 
von  Ovarialkarzinom‐Primärmaterial  abstammende  Xenograft‐Tumore  zum  größten  Teil  aus 
Epithelzellen  oder  epithelial/mesenchymalen  (E/M)  Hybrid‐Zellen  bestehen,  wenn  durch 
Durchfluss‐Zytometrie  und  Immunohistochemie  analysiert.  Diese  E/M  Hybrid‐Zellen  sind  die 
einzigen  Zellen,  welche  an  Zellkulturbedingungen  adaptieren,  wo  sie  durch  EMT  während 
weiterem  Passagieren  in  Mesenchymzellen  differenzieren.  Bemerkenswert  ist  hierbei  die 
Tatsache, dass nur Mesenchymzellen und E/M Hybrid‐Zellen, die sich im EMT‐Prozess befanden, 
sensitiv zu viraler Onkolyse waren. Im Gegensatz dazu, vermittelte der epitheliale Phänotyp von 
Ovarialkarzinom‐Zellen  Resistenz  zu  allgemein  verwendeten  onkolytischen  Adenoviren  auf 
mehreren  Ebenen. Weitere Resistenzmechanismen, wie die  Inaktivität  von Rho‐GTPasen oder 
der Rho‐Kinase, wirkten, wenn Zellen unter Umgehung der Zonula occludens‐Barriere erfolgreich 
infiziert wurden.  
In Versuchen, die festgestellte Resistenz zu überwinden, wurde herausgefunden, dass bisher 
nur wenig erforschte Adenovirus‐Serotypen (Ad3, Ad7, Ad11 und Ad14), welche einen anderen 
Rezeptor  als  CAR  oder  CD46  auf  Zellen  benutzen,  besser  geeignet  sind,  um  polarisierte 
Epithelzellgewebe  zu  infizieren.  Diese  Adenoviren  induzierten  EMT‐ähnliche  Prozesse  in 
Ovarialkarzinom‐Kulturen mit epithelialem Phänotyp, was zu deren effizienter Onkolyse führte. 
Die  vorliegende Arbeit  trägt  somit  zur Aufklärung der Diskrepanz  zwischen der Virustherapie‐
Effizienz  in vivo und  in vitro bei und bietet Anhaltspunkte für die Konstruktion von zukünftigen 
onkolytischen Adenoviren. Die unterschiedlichen phänotypischen Plastizitäten zwischen Zellen in 
Xenograft‐Tumoren und in vitro‐Zellkulturen geben außerdem neue Einblicke in die Biologie von 
Krebszellen. 
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ABBREVIATIONS 
Ad#  Adenovirus serotype # 
Ad#/##  Adenovirus serotype # with fiber protein of serotype ## 
AF  Alexa Fluor 
APC  Allophycocyanin 
ATCC  American Type Culture Collection 
β‐gal β‐galactosidase 
bHLH  Basic helix‐loop‐helix 
bp  Base‐pairs 
CAR  Coxsackie‐ and adenovirus receptor 
CB17‐SCID‐beige  CB‐17/lcrCrl‐scid‐bgBR 
CPE  Clostridium perfringens enterotoxin 
COX‐2  Cyclooxygenase‐2 
CR  Constant region 
DNA  Deoxyribonucleic acid 
E‐cadherin  Epithelial cadherin 
E/M  Epithelial/mesenchymal 
EC  Extracellular cadherin 
ECM  Extracellular matrix 
E.coli  Escherichia coli 
e.g.  Exempli gratia/for example 
EGF  Epidermal growthfactor 
EGFR  Epidermal growth factor receptor 
EMT  Epithelial‐mesenchymal transition 
EpCAM  Epithelial cell adhesion molecule 
EPR  Enhanced permeability and retention 
FBS  Fetal bovine serum 
FGF  Fibroblast growth factor 
FGFR  Fibroblast growth factor receptor 
Fig.  Figure 
FIGO  Federation of Gynecology and Obstetrics 
FITC  Fluorescein isothiocyanate 
GFP  Green fluorescent protein 
HGF  hepatocyte growth factor 
HSPG  Heparan sulfate proteoglycan 
HUGO  Human Genome Organization 
i.e.  Id est/that is 
i.p.  Intraperitoneally 
i.t.  Intratumorally 
i.v.  Intravenously 
IFN  Interferon 
IFP  Intratumoral fluid pressure 
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IGF  Insulin‐like growth factor 
IR  Inverted repeat 
IRES  Internal ribosomal entry sequence 
ITR  Inverted terminal repeat 
JAM  Junctional adhesion molecules 
kbp  Kilobase‐pairs 
MAPK  Mitogen‐activated protein kinase 
MEBM  Mammary Epithelial Basal Medium 
MEGM  Mammary Epithelial Growth Medium 
MET  Mesenchymal‐epithelial transition 
μg Microgram 
mg  Milligram 
μl Microliter 
ml  Milliliter 
μM Micromolar 
mM  Millimolar 
μm Micrometer 
MMP  Matrix metalloprotease 
MOI  Multiplicity of infection 
nM  Nanomolar 
nm  Nanometer 
OSE  Ovarian surface epithelium 
PBS  Phosphate‐buffered saline 
PBS‐T  Phosphate‐buffered saline +0.1% Tween20 
PE  R‐Phycoerythrin 
pfu  Plaque forming units 
PI3K  Phosphatidylinositol 3‐kinase  
PSA  Prostate specific antigen 
qRT‐PCR  Quantitative reverse transcriptase polymerase chain reaction 
R/E  Resistant/epithelial 
R/E‐EMT  Resistant/epithelial cells that underwent EMT 
Rb  Retinoblastoma tumor suppressor 
RCA  Replication competent adenovirus 
RNA (m‐, si‐, mi‐)  Ribonucleic acid (messenger‐, small interfering‐, micro‐) 
ROCK  Rho kinase 
RSV   Rous sarcoma virus 
RTK  Receptor tyrosine kinase 
S/M  Susceptible/mesenchymal 
SCID  Severe combined immunodeficiency 
TER  Transepithelial resistance 
TGFβ  Transforming growth factor‐β 
TRAIL  Tumor necrosis factor‐related apoptosis‐inducing ligand 
VA  Virus‐associated 
ZOT  Zonula occludens toxin 
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